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(57) Abstract: The invention concerns the use of compounds selected among 1,4 P <U>D</U> glucuronans, and/or glycuronic 
polysaccharides derived from polymers of formula (I), and whereof the number of saccharide units is less than about 30. and/or esters 
^ and/or ethers corresponding to polymers of formula (I) or said oligosccahride derivatives, as phytosanitary products in applications 
1^ related to their activity for amplifying the 1,3 P-<U>D</U>-glucanase enzyme; and/or as biofertiliscrs in applications related to 
JI^ their activity amplifying the 1,3 P <U>D</U>-glucanase enzyme, and/or the 1,4 p <U>D</U>-glucanase, and/or the xyloglucan 
endotransglycolase. 

^ (57) Abreg£: L'inveniion a pour objel Putilisation de composds choisis parmi les poiym^ires 1,4 P-D-glucuronanes, et/ou les oligo- 
^ saccharides glycuroniques d6riv6s des polymferes de formule (I), et donl le nombrc d'unit^s saccharidiques est infdrieur h environ 30, 
^ et/ou les esters et/ou Others correspondants aux polymferes de formule (I) ou aux d^riv^s oligosaccharidiques susmeniionnds, en lanl 
O que produits phytosanitaircs dans le cadre d* applications U€es h leur activitd d* amplification dc Tenzyme 1.3 P-D-glucanase. et/ou 
en lant que biofertilisants dans le cadre d'appUcations lides h leur activit6 d* amplification dc Tenzyme 1.3 P-D-glucanase, et/ou de 
^ r enzyme 1,4 p-D-glucanase, et/ou de la xyloglucane endotransglycolase. 
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La presente invention a pour objet I'utilisation de polymeres 1,4 p-D-glucuronanes, et 
d'oligosaccharides glycuroniques derives, en tant que produits phytosanitaires et/ou 
fertilisants. 

L'enzyme 1 ,3-p-D-gIucanase est un marqueur de reactions de defense chez les 
vegetaux. Au cours de reactions d'hypersensibilite a un pathogene (bacteries, champignons, 
virus) la plante reagit en induisant la synthese de proteines specifiques nommees "PR- 
proteines" (Sintzi A. et al. (1993) Biochimie, 75, 687-706). Ces proteines liees a la 
pathogenese concourent, avec d'autres molecules (comme Tacide salicylique) au 
developpement d'une resistance au pathogene. Selon leurs proprietes biochimiques, et leur 
fonction physiologique, ces proteines sont repertoriees en plusieurs groupes. EUes 
presentent, en commun, les caracteristiques suivantes: bas poids moleculaire, composition 
le plus souvent monomerique, leur resistance a la proteoiyse, leur stabilite en milieu acide 
ou a des temperatures extremes, leur association a des membranes plasmiques ou 
endoplasmiques, leur localisation parietale. Parmi, ces PR-prot6ines se situe le groupe 2 
compose d'enzymes 1,3 p-D-glucanases, qui reconnaissent comme substrats des chalnes 1,3 
p-D-glucanes. Le role de ces proteines dans la defense de la plante repose sur leur capacite 
a lyser les parois des pathogenes riches en 1,3 p-D-glucanes (Boiler T. (1993) In 
mechanisms of Plant defenses responses. Fritig B. Legrand M. eds. Kluwer. Academic 
Publishers Dordrecht, 391-400. 

Cependant, cette activite enzymatique n'est pas seulement impliquee dans la defense 
des plantes. En effet, elle peut etre regulee par des phytohormones et elle pent etre induite a 
certains stades de developpement de la plante. A ce titre, Tenzyme 1,3-p-D-glucanase est un 
marqueur de croissance et/ou de differenciation cellulaire chez les vegetaux. 

Cette enzyme comme d'aiUeurs un certain nombre de PR-prot6ines (inhibiteurs de 
protease, chitinases, proteines regulant I'expression de gfenes codant pour Tosmotine) sont 
associees a ia croissance et/ou a la differenciation cellulaire ou bien a des processus 
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d'adaptation a renvironnement. Certaines de ces proteines sont recoanues par des aniicorps 
diriges centre des 1,3-P-D-glucanases isolees du tabac contamine par la mosaique du tabac 
(Kauffmann et al. (1990) Plant Mol. Biol., 14(3) : 381-90). 

Des activites 1,3-P-D-glucanases ou les genes codant pour ces proteines sont 
induit(e)s au cours de la germination, du developpement des bourgeons floraux, des fruits 
(del Campillo E., Lewis L.N. (1992) Plant Physiology 99, 1015-1020; Neale et al. (1990) 
Plant Cell 2, 7, 673-684). En particulier, ces reponses se developpent dans des tissus en 
voie de remaniements cataboliques (endosperme, tubes poUiniques, zones d'abscission de 
tiges, de pedoncules..) ou en peri ode de division mitotique (cas des antheres, des stigmas, 
de tiges). EUes sont sous dependance hormonale (auxines, cytokinines en general, acide 
abscissique en particulier), et des molecules conune Tethylene, controlant la maturation des 
fruits, ou Tacide salicylique, controlant la floraison, sont egalement des inducteurs. Enfin, 
des enzymes 1,3 p-D-glucanases ont ete repertoriees pour des fonctions d'adaptation de la 
plante au froid et a des teneurs elevees en ozone (Hincha et al. (1997) Plant physiology 114, 
1077-1083). 

L*enzyme 1,4-P-D-glucanase est un marqueur de croissance et/ou de differenciation 
cellulaire chez les vegetaux. Cette enzyme reconnait comme substrat des chaines lineaires 
de glucanes lies en P (1,4). EUe peut hydrolyser la cellulose, des glucanes p (1,4) (1,6), le 
xyloglucane. Ainsi, elle intervient dans les remaniements ultrastmcturaux des parois des 
cellules vegetales en cours de croissance. Son induction et/ou celle des genes specifiques se 
decelent au cours des processus impliquant la lyse des parois vegetales, rupture des 
antheres, zones d'abscission de fruits, de fleurs (Hayaschi T., Oshimi C. (1994) Plant Cell 
Physiology 35(3), 419-424; Brummel D.A. et al. (1997) Plant BioL Mol. 33, 1, 97-195). 
Elle est controlee par I'ethylene, par des hormones comme Tacide abscissique ou I'auxine. 

L'activite xyloglucane endotransglycolase induit la modification des xyloglucanes des 
parois des cellules vegetales en reponse a des stimuli environnementaux tels que la pression 
mecanique, le vent, I'obscurite, et les chocs thermiques (Xu et al. (1996) Plant J. 9(6), 879- 
89; Antosiewicz et al. (1997), 115(4), 1319-28). 

La presente invention decoule de la mise en evidence par les inventeurs du fait que 
les polymeres 1,4 p-D-glucuronanes et les oligosaccharides glycuroniques derives de ces 
demiers, ont des activit6s d'amplification de Tenzyme 1,3 p-D-glucanase, et/ou de Tenzyme 
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1,4 P-D-glucanase, et/ou de Tenzyme xyloglucane endotransglycolase, et, a ce titre, sont 
designes composes "eIiciteurs^ susceptibles d^etre utilises dans le cadre d'applications 
phytosanitaires ou de fertilisation. 

Les polymeres 1,4 P-D-glucuronanes ont deja ete decrits dans le brevet franfais FR- 
B-2 688 222 du 3 mars 1992, dans des domaines d'utilisation totalement differents de ceux 
susmentionnes de la presente invention, a savoir dans les domaines alimentaire. 
pharmaceutique en therapeutique humaine ou veterinaire, cosmetique ou de I'epuration des 
eaux, en particulier en tant que moyen gelifiant, epaississant. hydratant, stabilisant, 
chelatant ou floculant, ainsi que dans la preparation d'oligosaccharides. 

La presente invention a pour but de foumir des composes utilisables en tant 
"qu'eliciteurs" entrant dans la composition de fertilisants (engrais, fertilisants biologiques 
ou biofertilisants), et de produits phytosanitaires. 

Un des buts de la presente invention est de foumir de nouveaux biofertilisants 
utilisables notamment comme stimulants de la nutrition en complement ou en 
remplacement de produits cdmmerciaux a base de potasse et de nitrates toxiques pour 
I'environnement, et/ou comme regulateurs d'une ou plusieurs etapes du developpement des 
plantes. 

Un autre but de la presente invention est de founiir de nouveaux produits 
phytosanitaires utilisables notamment comme activateurs des reactions de defense et de 
resistance contre des contraintes biotiques ou abiotiques en complement ou en 
remplacement de pesticides toxiques pour I'environnement. 

La presente invention a pour objet I'utilisation de composes choisis parmi : 

- les polymeres 1,4 P-D-glucuronanes de formule Q) suivante : 



!5 
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dans laquelle n est un nombre entier pouvant atteindre jusqu'a environ 2500, 
avantageusement n est compris entre environ 300 et environ 2500, et R represente H ou 
COCH3, 

- et/ou les oligosaccharides glycuroniques a enchainement p(l-4) derives des 
pol>TTieres de fomiule (I), et dont le nombre d'unites saccharidiques est inferieur a environ 
30, et de preference compris entre 2 et 15, 

- et /ou les esters et/ou ethers correspondants aux polymeres de formule (I) ou aux 
derives oligosaccharidiques susmentioimes, 

* en tant que produits phytosanitaires dans le cadre d'applications liees a 
Icur aclivite d'amplification de Tenzyme 1,3 p-D-glucanase, 

* et/ou en tant que biofertilisants dans le cadre d'applications liees a leur 
activite d'amplification de Tenzyme 1,3 P-D-glucanase, et/ou de I'enzyme 1,4 P-D- 
glucanase, et/ou de la xyloglucane endotransglycolase, 

Parmi les plantes susceptibles d'etre traitees dans le cadre de la presente invention, on 
pcut citer la vigne, les arbres fiiiitiers, les cultures cerealieres et maraicheres ou tout autre . 
vegetal d'interet economique. 

L'invention a plus particulierement pour objet I'utilisation susmentionnee, des 
composes choisis parmi ceux cites ci-dessus, en tant que produits phytosanitaires dans le 
cadre d'applications liees a leur activite d'amplification de Tenzyme 1,3 P-D-glucanase, • 
telles que la protection des plantes contre des pathogenes ou des predateurs, notamment 
contre les bacteries, virus, champignons, insectes, nematodes, ou I'adaptation des plantes a 
un stress abiotique, notamment Tadaptation au froid ou a des teneurs elevees en ozone. 

L'invention a plus particulierement pour objet Tutilisation, a titre de produits 
phytosanitaires, des polymeres 1 ,4 p-D-glucuronanes de formule (I) dans laquelle n est un 
nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, et R represente H. 

L'invention a egalement plus particulierement pour objet Tutilisation en tant que 
produits phytosanitaires, des polymeres 1,4 P-D-glucuronanes de formule (I) dans laquelle 
n est un nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, R represente H ou 
COCH3, le pourcentage de COCH3 en poids etant de preference compris entre 0 et 30,5. 

L'invention conceme egsilement I'utilisation en tant que produits phytosanitaires, des 
oligosaccharides glycuroniques a enchainement P(l-4), tels que les oligo 1,4 P-D- 
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glucuronanes, les oligo 1,4 p-D-mannuronanes, et les oligo 1,4 P-D-guluronanes, dont le 
DP (degre de polymerisation) est inferieur a environ 30, et de preference compris entre 2 et 
15. 

On entend dans ce qui suit par I'expression "oligosaccharide de degre de 
5 polymerisation x (DPx)" des oligosaccharides constitues du meme nombre x d'unites 

saccharidiques, et par I'expression "oligosaccharide de degre de polymerisation moyen x 
(DP moyen x)" des oligosaccharides constitues d'un nombre variable d'unites 
saccharidiques et dont la moyerme correspond au nombre x, 

Des derives oligosaccharidiques glycuroniques preferes en tant que produits 
10 phytosanitaires, sont choisis parmi les suivants : 

- les oligo 1,4 P-D-glucuronanes de DPS, et de DP moyen 8, 

- I'oligo 1,4 P-D-maimuronane de DP4, 

- I'oligo 1,4 P-D-guluronane de DP4. 

L'invention a egalement pour objet un procede de traitement de plantes avec des 
15 polymeres 1,4 p-D-glucuronanes et/ou des oligosaccharides glycuroniques tels que defmis 

ci-dessus, en vue de I'obtention de plantes resistantes aux pathogenes susmentionnes ou 
adaptees a un stress abiotique, notamment au firoid ou a des teneurs elevees en ozone. 

L'invention conceme egalement I'utilisation des composes choisis parmi ceux cites ci- 
dessus, en tant que produits biofertilisants dans le cadre d'applications liees a leur activite 
!0 d'amplification de I'enzyme 1,3 P-D-glucanase, et/ou de I'enzyme 1.4 P-D-glucanase, et/ou 

de I'enzyme xyloglucane endotransglycolase. 

L'invention a plus particulierement pour objet I'utilisation susmentionnee, des oligo 
1,4 p-D-glucuronanes, dont le DP est inferieur k environ 30, et de preference compris entre 
2 et 15, en tant que produits biofertilisants dans le cadre d'applications liees a leur activite 
5 d'amplification de I'enzyme 1,3 p-D-glucanase, et de I'enzyme 1,4 p-D-glucanase, 

notamment dans le cadre du controle d'une ou plusieurs etapes de developpement des 
plantes, tels que le controle de la maturation des fixiits, de I'abscission, de la croissance du 
pistil ou de la maturation des antheres. 

L'invention a encore plus particulierement pour objet I'utilisation susmentionnee, des 
0 oligo 1,4 P-D-glucuronanes de DPS et de DP moyen 8, en tant que produits biofertilisants. 



:SOCX:iD: <WO 010002SA1_L> 




wo 01/00025 



PCT/FROO/01761 



6 



L'invention a plus particulierement pour objel I'utilisation susmentionnee, des oligo 
1,4 p-D-maiinuronanes, dont le DP est inferieur a environ 30, et de preference compris 
entre 2 et 15, en tant que produits biofertilisants dans le cadre d'applications liees a leur 
activile d'ainplification de Tenzynie xyloglucane endotransglycolase, notan-unent dans le 
cadre du controle de Torganisation des parois cellulaires au cours de I'expansion des tissus 
(zones vasculaires ou parenchyme) de certains organes tels que les hypocotyles, les 
cotyledons, les feuilles, les tubes polliniques, et le? fruits, et pour renforcer les parois 
vegetales et les adapter a des stimuli environnementaux tels que le vent, le choc thermique 
ou hydrique, ou la pression mecanique. 

L'invention a egalement pour objet un precede de traitement de plantes avec des 
oligosaccharides glycuroniques tels que definis ci-dessus, en vue de Tobtention de plantes 
dont une ou plusieurs etapes de developpement, telles que la maturation des fruits, 
Tabscission, la croissance du pistil, ou la maturation des antheres, sont controlees dans le 
temps. 

L'invention a egalement pour objet un precede de traitement de plantes avec des 
oligosaccharides glycuroniques tels que definis ci-dessus, en vue de I'obtention de plantes 
dans lesquelles I'organisation des parois cellulaires au cours de I'expansion des tissus est 
controlee, et dont les parois vegetales sont renforcees afin de les adapter a des stimuli 
envirormementaux tels que le vent, le choc thermique ou hydrique, ou la pression 
mecanique. 

L'invention conceme egalement les produits phytosanitaires et/ou biofertilisants 
caracterises en ce qu'ils comprennent au moins un compose choisi paraii : 

- les polymeres 1,4 p-D-glucuronanes de formule (I) susmentionnee dans laquelle n 
est un nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, et R represente H ou 
COCH3, 

- et/ou les oligosaccharides glycuroniques a enchainement P(l-4) derives des 
polymeres de formule (I), et dont le nombre d'unites saccharidiques est inferieur a environ 



- et /ou les esters et/ou ethers correspondants aux polymeres de formule (I) ou aux 



30, 



derives oligosaccharidiques susmentionnes. 
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L'invention a plus particulierement pour objet les produits phytosanitaires 
comprenant au moins un polymere 1,4 p-D-glucuronane de formule (I) dans laquelle n est 
un nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, et R represente H. 

L'invention conceme egalement les produits phytosanitaires comprenant au moins un 
polymere 1,4 p-D-glucuronane de formule (I) dans laquelle n est un nombre entier compris 
entre environ 300 et environ 2500, R represente H ou COCH3, le pourcentage de COCH3 en 
poids etant de preference compris entre 0 et 30,5. 

L'invention a egalement pour objet les produits phytosanitaires comprenant au moins 
un oligosaccharide glycuronane a enchamement P(l-4), tels que les oligo 1,4 p-D- 
glucuronanes, les oligo 1,4 p-D-mannuronanes, et les oligo 1,4 p-D-guluronanes, dont le 
DP est inferieur a environ 30, et de preference compris entre 2 et 15. 

L'invention a plus particulierement pour objet les produits phytosanitaires 
comprenant au moins un derive oligosaccharidique glycuronique choisi parmi les suivants : 

- les oligo 1,4 P-D-glucuronanes de DPS, et de DP moyen 8, 

- I'oligo 1,4 p-D-mannuronane de DP4, 

- Toligo 1,4 p-D-guIuronane de DP4. 

L'invention conceme plus particulierement les produits biofertilisants comprenant au 
moins un oligo 1,4 p-D-glucuronane, dont le DP est inferieur a environ 30, et de preference 
compris entre 2 et 15, et, de preference, les produits biofertilisants comprenant les oligo 1,4 
p-D-glucuronanes de DPS, et de DP moyen 8. 

L'invention conceme plus particulierement encore les produits biofertilisants 
comprenant au moins un oligo 1,4 p-D-mannuronane, dont le DP est inferieur a environ 30, 
et de preference compris entre 2 et 15, et, de preference, les produits biofertilisants 
comprenant I'oligo 1,4 P-D-mannuronane de DP4. 

L'invention sera davantage illustree a I'aide de la description detaillee qui suit de la 
preparation des polymeres 1,4 P-D-glucuronanes et oligosaccharides glycuroniques derives 
selon l'invention, ainsi que de la mise en evidence de leurs proprietes d'amplification de 
I'enzyme 1,3 P-D-glucanase, et/ou de Tenzyme 1,4 p-D-glucanase. 
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A) Preparation des polvmeres uroniques et/ou de leurs oligosaccharides 

L'obtention des polymeres 1,4 p-D-glucuronanes fait appel a des precedes de 
fermentation de souches bacterietmes isolees de la rhizosphere (Rhyzobium, 
Sinorhyzobium, Agrobacterium, Pseudomonas, Burkolderia ...), modifiees ou non par 
mutations chimiques et/ou manipulations genetiques. 

Les polymeres 1,4 p D-glucuronanes peuvent etre aussi obtenus par oxydation 
selective de la cellulose selon des procedes decrits dans differents articles (Painter T.J., 
1977, Preparation and periodate oxidation of C-6-oxy cellulose: conformational 
interpretation of hamlacetal stability. Carbohy. Res. 55, 95-103 ; Chang P.S. and Robyt 
J.F., Oxidation of primary alcohol groups of naturally occuring polysaccharides with 2, 
2, 6, 6-tetramethyl-l-piperidine oxoammonium ion. J, Carbohydr. Chem., 15, 819-830 ; 
Isogai, A and Kato, Y., 1998, Preparation of polyuronic acid from cellulose by TEMPO- 
mediated oxidation. Cellulose, 5, 153-164) 

Le cas 6ch6ant, les polymeres ainsi obtenus sont modifids et/ou degrades par voies 
chimiques et/ou enzymatiques, en cours de fermentation ou par des traitements post- 
fermentaires. 

• Polymere 1,4 P-D-glucuronane 

A titre d'illustration, le polymere 1,4 p-D-glucuronane est obtenu par fermentation 
d'une souche mutee de Rhizobium melilotU selon le protocole decrit dans le brevet franfais 
FR-B-2 688 222 du 3 mars 1992. 

• Oligomere 1,4-P-D-glucuronane de DP moyen 8 

Le polymere precedent natif, c'est a dire comportant au moins 50% d'unites 
glucuroniques acetylees en C2 et ou C3, est soumis a une hydrolyse enzymatique. 
L'enzyme est ime glucuronate lyase d'origines diverses, notamment extraite de pancreas 
d'ormeaux, ou d'origine fongique (Dantas L. et al., Carbohydr. Res., 265^(1994) 303-310) 
ou ime glucxoronate lyase presente dans le milieu de culture de bacteries telles que les 
souches de Rhizobiaceae (Michaud P., et al,, Int. J. Biol. MacromoL 21 (1997) 3-9). Le 
melange d'oligosaccharides ainsi obtenu est deacetyle par traitement basique (NaOH 0,1M), 
puis fractionne en fonction du degre de polymerisation (DP) par chromatographie de 
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penneation de gel sur colonne de Bio-Gel P6 (Dantas L. et al., susmentioniie). 
• Oligomeres 1,4 P-D-mannuronane et 1,4 P-D-guluronane de DP 4 
Le polymere de depart est un alginate, copolymere lineaire des acides mamiuronique 
(M) et guluronique (G) dont le rapport M/G et le mode d'arrangement dependent de 
rorigine. L'alginate est choisi en fonction du type d'oligomeres a preparer. L'hydrolyse se 
fait par voie enzyniatique: une alginate-lyase d'ormeau pour les oligo-l,4P-D-mannuronane 
(Heyraud A. et al., Carbohydr. Res., 291 (1996) il5-126), ime alginate-lyase d'oiigine 
bacterienne pour les oligo-1,4 P-D-guluronane (bre\'et FR 97 03218 du 1 1 mars 1997). Les 
differents oligosaccharides, separes selon le DP par chromatographie de permeation de gel, 
sont ensuite purifies selon leur structure par chromatographie ionique en chromatographie 
liquide haute pression selon le precede decrit dans I'article de Heyraud et al., susmentionne. 

B) Reponse 1,3-6-D-glucanas e induite dans des orotoplastes de Ruh,j.<: 

Conditions experimentales : (1) preparation de protoplastes a partir de 
suspensions cellulaires de Rubus fruticosus L.; (2) incubation ou non de n echantillons de 
2.10^ protoplastes en presence "d'eliciteur" (polymeres 1,4-P-D-glucuronane et 1,4-p-D- 
galacturonane (400 ^g/L), oligomeres 1,4-P-D-gIucuronanes de DP moyen 8, 1,4-P-D- 
mannuronane de DP 4, et 1.4-P-D-guluronane de DP 4 (50 nM); (3) apres 20 min, les 
protoplastes traites ou non font I'objet d'une extraction enzymatique. 2 ^g de proteines sont 
utilis^es par essai enzymatique, et par temps d'incubation. La viabilite des protoplastes est 
maintenu a 95 % pour une duree d'experimentation de 6h; le test de viabilite au bleu 
d'Evans utilise verifie I'integrite du plasmalemme. 

Methodologie : la mesure de I'activite (1,3 p-D-glucanase) repose sur le 
dosage colorimetrique (test au ferricyanure) des unites reductrices du substrat (hexamfere 
reduit de laminarine) liberees au couts de l'hydrolyse. A partir des cinetiques developpees, 
on trace des courbes dont les equations permettent de calculer la vitesse de la reaction 
enzymatique. 2 cin6tiques, au moins, sont developpees par echantillon, et par "set" 
experimental. En general, 8 cin6tiques provenant d'echantillons de 2 "sets " independants 
sont, au moins, developpees. 
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Resultats : Tactivation enzjonatique dans des protoplastcs elicites est 
exprimee en % de I'activite dans les controles. Les resultats sont rapportes dans le tableau 
recapitulatif 1 . 

Tableau 1 




122 
146 



Tableau 1: Analyse comparative des reponses (1,3-P-D-glucanase) induites par 
"reliciteur" (polymere 1,4-P-D-glucuronane (400 ^ig/L) (a), oligo 1,4-p-D-glucuronane de 
DP moyen 8 (50 nM) (b), polymere 1,4-p-D-galacturonane (400 fxg/L) (c), oligo 1,4-p-D- 
marmuronane de DP 4 (50 nM) (d), oligo 1,4-P-D-guluronane de DP 4 (50 nM) (e). 



L*analyse electrophoretique par SDS-PAGE des proteines composant les extraits 
enzymatiques a ete realisee. Le marquage de proteines sur empreintes par un serum 
reconnaissant des 1,3-p-D-glucanases isolees du tabac contamine par la mosaique du tabac 
(Ori et al. (1990) EMBO J., 9(1 1), 3429-36) confirme la presence de PR-proteines. 

Uoligomere 1,4-P-D-glucuronane de DP moyen 8 et le polyglucuronane, utilises a une 
concentration nanomolaire, amplifie en 20 min d'un facteur 1.5 et 1.3 respectivement Tactivit^ 
1,3 p-D-glucanase dans des protoplastes vegetaux. Parmi les autres produits testes, c'est Voligo 
1,4-p-D-guluronane de DP4 qui est le plus efficace. 



C) Reponse 1,4-P-D-glucanase induite dans des protoplastes de Rubus, 

Conditions experimentales d'elicitation : identiques a celles rapportees ci- 

dessus. 
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Methodologie : la mesure de Tactivite (1,4 P-D-glucanase) repose sur le dosage 
colorimetrique (test au ferricyanure) decrit ci-dessus des unites reductrices du substrat 
(cellopentaose reduit) liberees au cours de I'hydrolyse. 

Resultats : les resultats sont rapportes dans le tableau 2. 



Tableau 2: Analyse comparative des reponses (1,4 p-D-glucanase) induites par 
"Feliciteur" (polymere 1,4-p-D-glucuronane (400 jig/L) (a), oligo 1,4-p-D-glucuronane de 
DP moyen 8 (50 nM) (b), polymere 1 ,4-p-D-galacturonane (400 |ag/L) (c), oligo 1,4-P-D- 
mannuronane de DP 4 (50 nM) (d), oligo 1 ,4.p-D-guluronane de DP 4 (50 nM) (e). 

L'oligomere 1,4-P-D-glucuronane de DP moyen 8 utilise a une concentration 
nanomolaire, amplifie en 20 min d'un facteur 1.2 Tactivite 1,4 p-D-glucanase dans des 
protoplastes vegetaux. 



D) Reponse xvloglucane endotrans^l vcosvlase induite dans des protoplastes de 
Rubus. 

Conditions experimentales d'elicitation. 2.10^ protoplastes dans 1 ml de tampon 
Tris-HCI buffer (pH 4.8) sont incubes en presence ou non d'un 61iciteur (50 nM) ou 
d'une hormone (50nM): oligomere mannuronane de DP4 ou oligomere glucuronane de 
DP8 ou gibberelline GA3, Apres 20, 40, 60. 100, 120 min d' interaction, les protoplastes 
sont r6cuperes par centrifugation, puis soumis a une extraction enzymatique. 



5 
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Methodologie : la mesure de Tactivite XET s'effecme dans les puits de plaques de 
microtitration en 4 etapes. Etape 1 immobilisation de I'accepteur, soit la 
neoglycoproteine XXLG « BSA. Etape 2 : introduction du milieu reactionnel (extrait 
enzymatique XET (equivalent a 1 /zg de proteines) substrat marque DIG, soit XG « DIG 
dans le tampon Tris-HCI, pH = 7, 25 mM). Etape 3 : immunomarquage selon la 
sequence anti DIG marque peroxydase, anti- peroxydase marque peroxydase. Etape 4 : 
dosage de Tactivite peroxydase dans un tampon citrate-phosphate (50nM, pH 5,5). 

L*activit6 peroxydase se mesure a 492 nm. 3 courbes au moins d'activite 
peroxydase sont tracees par condition experimentale, et les experiences sont realisees a 
partir de 3 suspensions de protoplastes. L'activite XET est mesuree par la pente (AA 492) 
de la courbe deduite par regression lineaire de 9 courbes de cinetique peroxydase. 

Abreviations : 

DIG : digoxygenine 

XET : xyloglucane endotransglycosylase - XG : polymere de xyloglucane - XXLG: 
oligomer e non fucosyle de xyloglucane 

Resultats : les r6sultats sont indiques dans la figure 1 . 

L'oligomere maimuronane de DP4 (MAN) induit la reponse XET la plus forte 
(amplification en 20 min d*un facteur 2.12) l'oligomere glucuronane de DPS (GLUC) et 
rhormone (GA3) sont moins efficaces (amplification en 20 min d'lm facteur 1.62 et 1.12 
respectivement). L' activity XET de reference est celle des protoplastes non ellicites 
(TEMOIN). 

Legende de la figure 1 : Tactivite XET est indiquee en ordoimee en fonction du temps 
en abscisse ; la courbe suivant les triangles correspond aux resultats obtenus avec 
l'oligomere mannuronane de DP4 (MAN), la courbe suivant les croix correspond aux 
resultats obtenus avec Toligomere glucuronane de DPS (GLUC), la courbe suivant les 
ronds correspond aux resultats obtenus avec T hormone (GA3), la courbe suivant les carres 
correspond aux resultats obtenus avec le temoin. 
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REVENDICATIONS 



1. Utilisation de composes choisis parmi : 

- les polymeres 1,4 P-D-glucuronanes de formule (I) suivante 
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dans laquelle n est un nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, et R 
represente H ou COCH3, 

- et/ou les oligosaccharides glycuroniques a enchainement P(l-4) derives des 
polymeres de formule (I), et dont le nombre d'unites saccharidiques est inferieur a environ 
30, 

- et /ou les esters et/ou ethers correspondants aux polymeres de foraiule (I) ou aux 
derives oligosaccharidiques susmentiomies, 

* en tant que produits phytosanitaires dans le cadre d'^plications liees a 
leur activite d'amplification de I'enzyme 1,3 P-D-glucanase, 

* et/ou en tant que biofertilisants dans le cadre d'applications liees a leur 
activite d'amplification de I'enzyme 1,3 p-D-glucanase, et/ou de I'enzyme 1,4 p-D- 
glucanase, et/ou de la xyloglucane endotransglycolase. 



2. Utilisation selon la revendication 1, des composes choisis parmi ceux cit^s dans la 
revendication 1, en tant que produits phytosanitaires dans le cadre d'applications liees a leur 
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activile d'amplification de renzyme 1,3 P-D-glucanase, telles que la protection des plantes 
contre les pathogenes, notamment centre les bacteries, les virus, les champignons, ou 
Tadaptation des plantes a un stress abiotique, notamment I'adaptation au froid ou a des 
teneurs elevees en ozone. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, des polymeres 1,4 P-D-glucuronanes de 
formule (I) dans laquelle n est un nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, 
et R represente H. 

4. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, des polymeres 1,4 P-D-glucuronanes de 
formule (I) dans laquelle n est un nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, 
R represente H ou COCH3, le pourcentage de COCH3 en poids etant de preference compris 
entre 0 et 30,5. 

5. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, d'oligosaccharides glycuroniques a 
enchainement P(l-4), tels que les oligo 1,4 P-D-glucuronanes, les oligo 1,4 p-D- 
mannuronanes, et les oligo 1,4 p-D-guluronanes, dont le DP est inferieur a environ 30, et de 
preference compris entre 2 et 15. 

6. Utilisation selon la revendication 5, des oligosaccharides glycuroniques choisis 
parmi les suivants: 

- les oligo 1,4 p-D-glucuronanes de DPS, et de DP moyen 8, 

- Toligo 1 ,4 P-D-mannuronane de DP4, 

- Toligo 1,4 P-D-guluronane de DP4. 

7. Utilisation selon la revendication 1, des composes choisis parmi ceux cites dans la 
revendication 1, en tant que produits biofertilisants dans le cadre d*applications liees a leur 
activite d'amplification de Tenzyme 1,3 P-D-glucanase, et/ou de Tenzyme 1,4 P-D- 
glucanase, et/ou de la xyloglucane endotransglycolase. 
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8. Utilisation selon la revendication 7, des composes choisis parmi ceux cites dans la 
revendication 1, en taut que produits biofertilisants dans le cadre du controle d'une ou 
plusieurs etapes de developpement des plantes, tels que le controle de la maturation des 
fruits, de rabscission, de la croissance du pistil ou de la maturation des antheres, et/ou du 
controle de I'organisation des parois cellulaires au cours de I'expansion des tissus, et/ou 
pour renforcer les parois vegetales et les adapter a des stimuli environnementaux. 

9. Utilisation selon la revendication 7 ou 8, des oligo 1.4 P-D-glucuronanes, dont le 
DP est inferieur a environ 30. et de preference compris entre 2 et 15. en tant que produits 
biofertilisants dans le cadre d'applications liees a leur activite d'amplification de I'enzyme 
1,3 p-D-glucanase et de I'enzyme 1,4 p-D-glucanase, dans le cadre du controle d'une ou 
plusieurs etapes de developpement des plantes, tels que le controle de la maturation des 
fruits, de rabscission, de la croissance du pistil ou de la maturation des antheres. 

10. Utilisation selon la revendication 9, de I'oligo 1,4 p-D-glucuronane de DP moyen 

8. 

11. Utilisation selon la revendication 7 ou 8, des oligo 1,4 P-D-mannuronanes, dont le 
DP est inferieur a environ 30, et de preference compris entre 2 et 15, en tant que produits 
biofertilisants dans le cadre d'applications liees a leur activite d'amplification de I'enzyme 
xyloglucane endotransglycolase, dans le cadre du controle de I'organisation des parois 
cellulaires au cours de I'expansion des tissus, et/ou pour renforcer les parois vegetales et les 
adapter a des stimuli environnementaux. 

12. Utilisation selon la revendication 11, de I'oligo 1,4 P-D-mannuronane de DP 4. 

13. Produits phytosanitaires et/ou biofertilisants caracterises en ce qu'ils comprennent 
au moins un compose choisi parmi : 

- les polymeres 1,4 P-D-glucuronanes de formule (I) suivante : 
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OH 



dans laquelle n est un nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, et R 
rcprcscnte H ou COCH3, 

- et/ou les oligosaccharides glycuroniques a enchainement p(l-4) derives des 
pol>Tneres de formule (I), et dont le nombre d'unites saccharidiques est inferieur a environ 
30, 

- et /ou les esters et/ou ethers correspondants aux polymeres de formule (I) ou aux 
derives oligosaccharidiques glycuroniques susmentionnes. 

14. Produits phytosanitaires selon la revendication 13, caracterises en ce qu'ils 
comprennent au moins un polymere 1 ,4 (J-D-glucuronane de formule (I) dans laquelle n est 
un nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, et R represente H. 

15. Produits phytosanitaires selon la revendication 13, caracterises en ce qu*ils 
comprennent au moins un oligosaccharide glycuronane a enchainement P(l-4), tels que les 
oligo 1,4 p-D-glucuronanes, les oligo 1,4 p-D-maimuronanes, et les oligo 1,4 P-D- 
guluronanes, dont le DP est inferieur a 20, et de preference compris entre 5 et 15. 



16. Produits phytosanitaires selon la revendication 15, caracterises en ce qu'ils 
comprennent au moins un oligosaccharide glycuronique choisi parmi les suivants : 

- les oligo 1,4 p-D-glucuronanes de DPS, et de DP moyen 8, 

- I'oligo 1,4 p-D-mannuronane de DP4, 



>DOCI0: <WO 0100025A1 I > 



wo 01/00025 



17 



PCT/FROO/01761 



- I'oligo 1,4 (3-D-guluronane de DP4. 



17. Produits biofertilisants selon la revendication 13, caracterises en ce qu'ils 
comprennent au moins un oligo 1,4 p-D-glucuronane, dont le DP est inferieur a environ 30, 
et de preference compris entre 2 et 15, tel queToligo 1,4 p-D-glucuronane de DP moyen 8. 

18. Produits biofertilisants selon la revendication II, caracterises en ce qu'ils 
comprennent au moins un oligo 1,4 P-D-mannuronane, dont le DP est inferieur a environ 
30, et de preference compris entre 2 et 15, tel que I'oligo 1,4 p-D-mannuronane de DP 4. 
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